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(57) Zusadtmenfassung: Die vorlicgcndc Krfindung bclrifTl cin Vcrfahrcn /.ur qualilaiivcn und quantilalivcn Analyse komplexer 
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Verfahren zur qualitativen und quant itativen Analyse komplexer 
Gemische chemischer Verb in dung en mit MALDI -TOF -Mas sen - 
spektrometrie 

5 

Bes chr eibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur qualitativen 
und quant itativen Analyse komplexer Gemische chemischer Ver- 
io bindungen mit Hilfe der MALDI -TOF -Mass enspektrcme trie bevorzugt 
in Gegenwart eines internen Standards auf einem speziellen 
Tragermaterial . 

Fur die Optimierung f ermentativer Prozesse ist eine genaue S~ 
15 Kenntnis der* biochemischen Flvisse der verschiedenen chemischen v. 
Subs tan z en bzw. Verbindungen innerhalb der Organismen von Vor- 
teil. Diese sogenannten Biof lux-Studien erfordern die Analyse . 
eines komplexen Gemisches chemischer Verbindungen innerhalb und 
aufierhalb der Zellen. Ublicherweise werden fur diese Bioflux- 
20 Studien, das heifit die Ermittlung der Subs tanz fills se innerhalb 
und aufierhalb der Organismen, verse hi edenste Trennmethoden wie 
die Dunnschichtc]iromatographie <= DC), die Hochdruckf lussigkeits- 
chromatographie {= HPLC) , die Gaschromatographie (= GC) , Enzym- 
assays; NMR und andere Analysenmethpden verwendet. Diese Ver- 
25 fahren sind zeitaufwendig und ermdglichen nur einen geringen 
Probendurchsatz . 

AuCh in der kombinatorischen Chemie sind komplexe Gemische 
chemischer Verbindungen bzw. Subs tanz en zu analysieren. Diese 
30 Gemische entstehen beispielsweise bei der sogenannten klassischen 

split and combine-Methode (= Synthese von Mischungen in einem ^ v 
Reaktionsgef&S) durchf uhrt . Die oben genannten Analysenmethoden 
werden auch in dies em Fall zur Analyse verwendet. 



35 Auch beim Screening nach neuen enzymatischen Reaktionen werden 
die oben genannten Analysenmethoden verwendet. Dieses Screening 
hangt im groSen MaS vom Zufall ab. In einem solchen Screening 
muss en sehr viele Organismen nach der gewunschten enzymatischen 
Aktivitat durchgemustert werden, bis die gewilnschte Enzym- 

40 aktivitat gefunden wird. Auch hier sind in der Regel komplexe 
Gemische zu analysieren. 

Fur die Biof lux-Studien, die kombinatorischen Synthesen ebenso 
wie fur das Screening nach Enzymaktivitaten sind daher schnelle, 
45 einfache, hocheupf indliche und hochspezif ische Ana lysenver fahren 
erforderlich. Dabei ist die rasche und einfache Identif izierung 
der in der chemischen Oder enzymatischen Reaktion oder im 
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fermentativen Prozefi entstehenden Verbindungen und/oder 
gegebenenfalls die Abnahme des eingesetzt en Edukts und/oder bei 
einem fermentativen Prozefi die Abnahme der eingesetzten Kohlen- 
stof fquelle wie Glucose oder Saccharose oder der eingesetzten 
5 Stickstof fquelle wie Proteinhydrolysate und die Bildung neuer 
chemischer Verbindungen aus diesen wichtig. In der Regel warden 
wie oben erwahnt zur Analyse der Produkte Trennverf ahreh wie 
die Dunns chicht chromatographic (= DC) , die Hochdruckf liissigkeits- 
chromatographie (- HPLC) oder die Gaschromatographie (= GC) 

10 verwendet . Auch Verfahren wie NMR, die nach einer Aufarbeitung 
ilber zum Beispiel Salzf&llung und/oder anschlieSender Chroma to - 
graphie anwendbar sind, konnen zur Analyse verwendet warden, 
Diese Verfahren sind zeitaufwendig und lassen nur einen 
. beschrankten Probendurchsatz zu, so daS derartige Analysen- 

15 verfahren fur das sogenannte. High-Throughput -Screening <= HTS), 
bei dem zunachst nach der gewiinschten Reaktion gescreent wird, 
keine Anwendung finden- Von Vorteil bei diesen Methoden ist, 
daS Inf onnationen sowohl \iber die Produkte der Reaktion als 
auch gegebenenfalls uber die Abnahme des Edukts liefern. 

20 

Urn einen hdheren Probendurchsatz im HTS zu ermoglichen, werden 
vielfach indirekte, leicht meSbare Verfahren wie Farbreaktionen 
im sichtbaren Bereich, Trubung sme s s ung en , Fluoreszenz, Leitfahig- 
keitsmessungen etc. verwendet, Diese sind zwar im.Prinzip sehr 
25 empfindlich, aber auch storanf allig. Von Nachteil hierbei 1st 
vor allem, dafi bei diesem Vorgehen viele falsch positive Proben 
analysiert werden und da es sich urn indirekte Nachweisverf ahren 
handelt, keine Informations uber Produkt und/oder Edukt vor- 
liegen. Daruberhinaus liefern diese Verfahren in der Regel kaum 
S 30 Informationen Uber die Flufiverteilungen . Urn diese falsch Positi- 

ven beim weiteren Vorgehen ausschlieSen zu konnen, werden in der 
Regel weitere Ana lys enver f ahren nach dem ersten Screening wie 
beispielsweise DC, HPLC oder GC verwendet. Dies 1st wiederum sehr 
zeitaufwendig. 

35 

Generell kann gesagt werden, daS die Verbesserung der Empfind- 
lichkeit und der Aussagekraft der Detektionsverf ahren bezuglich 
der Reaktionsprodukte zu einer Verlangs aiming in der Geschwindig- 
keit eines Tests f uhrt . 

40 

Fur sogenannte Biof lux-Studien, in denen die metabolischen Stof f- 
fliisse ermittelt werden, finden derartige Methoden insbespndere 
NMR trotz ihres hohen Zeitaufwandes aufgrund ihrer Aussagekraft 
uber die verschiedensten chemischen Verbindungen/ die durch den 
45 Metabolismus der Organismen entstehen, Anwendung. Zur Vereinfa- 
chung dieser Studien und damit der Ermittlung der metabolischen 
Stof f fliisse ware jedoch ein schnelles, hochempf indliches und 
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hochspezif isches Analysenverf ahren wiinschenswert . 

MALDI -TOF-MS {= Matrix-unterstiitzte Laserdesorption-Ionisation 
mit time-of- flight Massenspektrometrie) stellt ein rasches und 
5 einf aches Verf ahren dar, das breit fur die Analyse von groSen, 
nichtfluchtigen Biomolekiilen wie im be sender en Peptiden, 
Proteinen, Oligonukleotiden und Oligosacchariden oder sonstigen 
Polymeren Anwendung findet, Auch hochmolekulare Materialien wie 
Kohleteer, HuminsSure, Fulvinsaure oder Kerogene wurden mit MALDI 
10 analysiert (Zenobie and Knochenntus, Mass Spec. Rev. , 1998, 17, 
337-366). 

Ein Problem bei der MALDI -MS ist die Quantif izierung der 
MeSergebnisse, dies liegt daran / daS die SignalintensitSt in 

15 hohem MaEe von der Homogenit&t der auf gegrebenen Probe und der 
Bestrahlungsdichte des Lasers abhangt (Ens et al., Rapid Commun. 
Mass Spectrom, 5, 1991: 117-123), wobei die Intensitat in erster 
Naherung expotentiell mit steigender Laserenergie ansteigt (Ens 
et al.. Rapid Commun. Mass Spectrom, 5, 1991: 117-123). Wird die 

20 Signalintensitat zu hoch, so kann es unter UmstSnden zu einer 
S&ttigung des Signals am Detektor kommen, was eine Quant i- 
fizierung ebenfalls ausschliefit. Neben di esen physikalisch- 
technisch-bedingten Problemen gibt es weitere Grttnde, welche eine 
quantitative Auswertung von MALDI -Me s s ung en erschweren. So konnen 

25 beispielsweise Pragmente der gesuchten lonen oder MolekQladdukte 
auftreten. Das grdSte Problem bei der quant i t a ti ven MALDI -MS 
stellt jedoch die InbomogenitSt der Proben dar. Die Qualit&t 
eines MALDI -Spekt rums ist in stark em Mafie von der Morphologie der 
untersuchten Probe abh&ngig (Garden & Sweedler, Anal. Chem. 72, 

30 2000: 30-36). Dabei konnen signifikante Unterschiede in Bezug auf 
das Auftreten von Signalen, die Intensit&t, die Auflosung und die 
Massengenauigkeit beobachtet werden , sobald man eine MALDI-Probe 
an verschiedenen Stellen untersucht (Cohen & Chait, Anal. Chem., 
68, 1996: 31-37; Strupat et al. r Int. J. Mass Spectrom. Ion 

35 Processes, 111, 1991: 89-102; Amado et al . , Rapid Commun. Mass 
• Spectrom., 11, 1997: 1347-1352). Diese Inhomogenitaten beruhen 
auf einer ungleichen Verteilung von Matrix und Analyt auf dem 
Probentarget , was durch das ungleiche Kristallisationsverhalten 
dieser beiden Komponenten verursacht wird. Urn diese Inhomogeni- 

40 tat en zu beseitigen oder zu minimieren — was gleichbedeutend mit 
der Bildung einer mikrokris tallinen , horaogenen Probentopologie 
ist - wurde bereits eine Reihe von Vorschlagen erarbeitet. 
Diese beinhalten beispielsweise die Verwendung von Coma trices 
(Gusev et al., Anal. Chem., 67, 1995: 1034-1041), Multi-Layer- 

45 Praparationen, die Verwendung von Ldsungsmittelgemischen und 
Elektrospray-Praparationen (Hensel et al., Rapid Commun. Mass 
Spectrom.,* 11, 1997: 1785-1793) (eine Zusammenstellung dieser 
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Versuche findet sich in der Referenz von Garden & Sweedler, 
Anal. Chem. 72, 2000; 30-36). All diese Ansatze haben jedoch 
Limitierungen und sind deshalb nicht breit anwendbar. Die 
Quantifizierung ist deshalb nach wie vor ein Problem. 

5 

Fur die MALDI (= Mat r ix -unt erst at zte Laserdesorption-Ionisation) 
werden die Proben in der Regel in dunner Schicht auf eihe Metal 1- 
oberf lache aufgebracht und dann mit einem gepulsten Laser be- 
strahlt . Uber eine Fokussierung der emitierten Ionen kann die 
10 Auflosung der Massenspektren im unteren Massenbereich bis etwa 
5000 D erhdht werden. 

Duncan et al . (Rapid Communications in Mass Spectrometry, Vol. 7, 
1993: 1090-1094) beschreibt die Analyse der niedermolekularen 
15 polaren Verbindungen 3 , 4-Dihydroxyphenylalanin, Acetylcholin und 
des Peptids Ac-Ser-Ile-Arg-His-Tyr-NH2 mit Hilfe von MALDI in 
Gegenwart der entsprechenden uber 13 C bzw. 2 H markierten Ver- 
bindungen "bzw. uber ein ahnliches Peptid als interner Standard. 

20 Von Goheen et al . (J. Mass Spec, Vol. 32, 1997: 820-828) wird 
die Verwendung von MALDI -TOF -MS zur Analyse der f olgenden nieder- 
molkularen Verbindungen beschrieben: 

Zitronensaure, Propionsaur e , Buttersaure, Oxalsaure und Stearin- 
saure, Ethylendiamintetraessigsaure (= EDTA) , N- ( 2-hydroxyethyl) - 
25 ethylendiamintriessigsaure {- HEDTA) , Ethylendiamine-N,N' -dies- 
sigsaure (= EDDA) und Nitrilotriessigsaure (= NT A) sowie Sulfat-, 
Nitrat-, Nitrit- und Phosphat-Salze. Als Matrix in alien 
Experimenten wird 2 , 5-Dihydroxybenzoesaure verwendet. 

30 Von Nachteil bei beiden Methoden ist, daS sie nur fur die Messung 
von Reinsubstanzen geeignet sind, Diese Problematik wird in der 
Diskussion von Duncan et al. angesprochen, dort wird zur Ober- 
windung dieser Schwierigkeit die Reinigung der Mefiproben vor- 
geschlagen. 

35 

Insgesamt ist die MALDI -TOF -MS jedoch eine interessante einfache 
und rasche Methode, die spezifische Informationen Uber die analy- 
sierten Verbindungen liefert, so daS die Verwendung der MALDI- 
TOF-MS zur Messung von chemischen oder enzyinatischen Reaktionen 
40 oder von ferment at iven Pro zes sen mit niedermolekularen Subs t an z en 
wiins chenswert ware. Speziell ware ihre Verwendung im High- 
Throughput-Screening und in der Bioflux 7 Analyse wiins chenswert . 

Es bestand daher die Aufgabe ein Verfahren zur quali tat iven und 
45 quanti tat iven Analyse komplexer Gemische chemischer Verbindungen 
unter Verwendung der MALDI-TOF-Massenspektrometrie zu entwickeln. 
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Diese Aufgabe wurde durch ein Verfahren zur qualitativen und 
quantitativen Analyse komplexer Gemische chemischer Verbindungen, 
-dadurch gekennzeichnet , date die Verbindungen mit Hilfe der 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert werden, gelost. Diese 
5 Icomplexen Gemische konnen in eirxer chemischen Oder enzymatischen 
Reaktion oder in einem fermentativen Prozefi entstehen. 

Komplexe Gemische chemischer Verbindungen sind Gemische, die 
mindestens zwei, bevorzugt mindestens drei, besonders bevorzugt 

10 mindestens vier, ganz besonders bevorzugt mindestens filnf 

chemische Verbindungen enthalten, die in der Analyse mit Hilfe 
der MALDI-TOF-Massenspektrometrie identif iziert und gegebenen- 
falls= quantif iziert werden sollen. Ebenfalls besonders bevorzugte 
komplexe Gemische chemischer Verbindungen sind Gemische, die 

15 vor, w&hrend oder nach einem fermentativen Prozess innerhalb 
und auSerhalb der Organismen entstehen . Im komplexen Gemisch 
chemischer Verbindungen konnen polymere Verbindungen (= Sub- 
stanzen) wie Proteine wie Enzyme, Rezeptoren etc. , Polysaccharide 
wie Glykoproteine, Glykolipide etc., Polynukleotide wie DNA oder 

20 RNA und/oder nichtpolymere Verbindungen vorhanden sein. Diese 
chemischen Verbindungen k6nnen mit Hilfe des erf indungsgemSSen 
Verfahrens allein oder in Kombination mit den nicht polymer en 
Verbindungen analysiert werden. Bevorzugt werden nur die nicht- 
polymeren Verbindungen besonders bevorzugt die nichtpolymeren, 

25 organischen Verbindungen analysiert. 

Nichtpolymere, organische Verbindungen im erf indungsgemaSen Ver- 
fahren sind Verbindungen, die vor allem keine Peptide, Proteine, 
Oligo- oder Polynukleotide oder Oligo- oder Polysaccharide oder 

30 kunstliche oder nattirliche Polymere sind. Diese nichtpolymeren 
organischen Verbindungen (= niedermolekulare Verbindungen) haben 
eine Molmasse von kleiner 4000 D (= Dalton) , voirteilhaft von 
kleiner 3000 D, bevorzugt kleiner 1000 D, besonders bevorzugt von 
kleiner 800 D, ganz besonders bevorzugt kleiner 600 D. Als der- 

35 artige niedermolkulare organische Verbindungen seien beispiels- 
weise Zucker wie Monosaccharide wie Glucose oder Fructose, 
Disaccharide wie Saccharose oder Maltose, Tri- oder Tetra- 
saccharide, AminosSuren wie nattirliche AminosSuren wie Lysin, 
Threonin, Alanin, Phenylalanin, Isoleucin, Arginin, Asparagin- 

40 saure, Glutaminsaure um nur einige zu nennen oder kvinstliche 

Aminos aur en , Di- oder Tripeptide niedere Carbons^uren wie Mono- 
carbonsSuren wie Essigs&ure, PropionsSure oder Dicarbons^uren 
wie Oxalessigsaure oder Tricarbonsauren wie Citronens^ure, Ter- 
pens, Sterol de, Carotinoide, Vitamine, Antibiotika wie Nukleosi- 

45 dantibiotika, Polyketide, p-Lactame wie Penicilline oder Chepha- 
losporine oder FettsAuren beispielhaft genannt , 
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Unter chemischen Reaktionen im Sinne der Erfindung sind alle 
chemi schen Reaktionen der organischen und anorganischen Chemie 
bevorzugt der organischen Chemie zu verstehen. 

5 Derartige chemische Reaktionen bei denen komplexe Gemische 
entstehen komraen beispielsweise in der kombinatorischen 
Chemie vor . Diese Gemische entstehen beispielsweise in der 
kombinatorischen Chemie bei der sogenannten klassischen split 
and combine- Me thode {= Syn these von Mischungen in einem Reak- 
10 tionsgefaS) . Derartige Reaktionslosungen bzw. Gemische lassen 
sich mit dem erf indungsgemaSen Verfahren analysieren, 

Unter enzymatischen Reaktionen sind Enzym-katalysierten 
Umsetzungen mit ganzen Zellen zu verstehen, die pf lanzlichen, 

15 tierischen, bakteriellen oder pilzlichen Ursprungs sein konnen, 
auch Hefezellen sind geeignet - Die enzymatische Umsetzung kann 
mit ruhenden, wachsenden, permeabilisierten oder immobilisierten 
Zellen bzw. Mikroorganismen erfolgen. Auch Enzyme sind fur die 
Enzym-katalysierte Umsetzung geeignet. Diese Enyzme konnen noch 

20 in* den permeabilisierten Zellen oder Mikroorganismen enthalten 
sein oder aber in sogenannten Rohextrakten vorhanden sein. 
Fur eine raschere und in der Regel auch Nebenprodukt freiere 
Umsetzung werden angereinigte oder gereinigte Enzyme verwendet, 
die in der Umsetzung als freie oder immobilisierte Enzyme ver- 

2 5 wendet werden konnen. Bevorzugt wird die Reaktion mit freien, 
angereinigten, gereinigten oder immobilisierten Enzymen durch- 
gefuhrt. 

Im erfindungsgemaSen Verfahren werden vorteilhaft Enzyme der 
30 Enzymklassen 1 bis 6 (International Union of Biochemistry and 
Molecular Biology = IUB) verwendet, bevorzugt werden die Enzym- 
klassen 1 bis 4, besonders bevorzugt die Enymklasse 3 wie die 
Klassen 3.1 <Reaktion mit Esterbindungen) , 3,2 (Glycosidasen) , 
3.3 (Reaktion mit Etherbindungen) , 3.7 (Reaktion mit Kohlenstoff- 
35 Kohlenstof f-Bindungen) , 3.11 (Reaktion mit Kohlenstof f- Phosphor - 
bindungen) , ganz besonders bevorzugt sind Enzyme wie Lipas en , 
Esterasen oder Phosphatasen wie Phytasen. Weitere vorteilhafte 
Enzyme sind in der Enyzmklasse 6 zu f inden. 

40 Fermentative Prozesse im Sinne der Erfindung sind Prozesse, 

in denen Mikroorganismen wie pf lanzliche oder tierische Zellen, 
Bakterien, Pilze, Hefen, Algen oder Cili at en bevorzugt Bakterien, 
Pilze oder Hefen in Gegenwart einer Kohlenstof f quelle, einer 
Stickstof fquelle, einer Phosphatquelle, Sal z en wie Alkali- und 

45 Erdalkalisalzen und ggf. Vitaminen und Spurenelementen in dem 

Fachmann bekannter Weise bei Temperaturen je nach Organismus von 
10°C bis 1-10°C, unter pH-Kontrolle oder ohne pH-Kontrolle , rait 
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oder ohne Begasung angezogen werden. Bei diesen f ermentativen 
Prozessen fallen eine Reihe von chemischen Verbindungen durch 
den Metabolismus der Organismen (sowohl den anabolen als auch 
katabolen Metabolismus } an, die innerhalb oder auSerhalb der 
5 Zelle vorliegen . Zur Optimierung deraxtiger ferment ativer 

Prozesse ist eine genaue Kenntnis der biochemischen Flusse der 
verschiedenen chemischen Substanzen bzw. Verbindungen innerhalb 
und aufierhalb der Organismen von Vorteil, Das heifit eine genaue 
Kenntnis des Metabolisiaus der Organismen ist erforderlich. Diese 

10 Kenntnis wird xiber sogenannten Biof lux-Analysen bzw. Studien 
gewonnen. Dies Biof lux-Studien erfordern die Analyse eines 
komplexen Gemisches chemischer Verbindungen innerhalb und aufier- 
halb der Zellen. Dies ist mit dem erf indungsgemaSen Verfahren auf 
schnelle, einfache und spezifische Weise mfiglich. Mit Hilfe der s~ 

15 MALDI-TOF-Massenspektrometrie lassen sich einf ach und hoch \, 
spezifisch chemische Verbindungen wie Aminosauren wie Lysin oder 
Alanin oder Zucker und Zuckerabbauprodukte wie Glucose oder 
Saccharose oder Lipide cjualitativ und quantitativ nachweisen. 
Durch diese Analysen lassen sich die Verbindungen und damit die 

20 in der Zelle vorhandenen internen sogenannten pools der ver- 
schiedenen Verbindungen genau bestimmen. Vorteilhaft konnen uber 
gemessene ylntensitStsverteilungen der verschiedenen Isotopomere 
bzw. von Gruppen von Isotopomeren Flussverteilungen und Reaktio- 
nen bestimmt bzw. ermittelt werden. So konnen mogliche Engpasse 

25 im Metabolismus, das heiSt Enzyme, die beispielsweise eine zu ge- 
ringe Aktivitat im Stoffwechsel aufweisen, erkannt werden. Diese 
Engpasse konnen dann tiber gentechnische Method en wie fcerexpres- 
sion der zugehfirigen Gene optimiert werden. 

30 Gemische chemischer Verbindungen im Sinne des erf indungsgemaSen 

Verfahrens sind auch beispielsweise in Lebensmittelproben, l L 
Pharmakaproben oder Umweltproben vorhanden, in denen bestimmt e 
Inhaltsstof f e das heifit bestimmte chemische Verbindungen nach- 
gewiesen werden sollen beispielsweise die Belastung von Lebens- 

35 mitteln mit Pestiziden oder die Belastung von Boden mit Umwelt- 
giften. Auch Gemische chemischer Verbindungen aus Pflanzen wie 
Pf lanzenextrakte oder aus dem Tier oder Mensch beispielsweise 
Blutproben oder Organproben lassen sich im erfindungsgemaSen Ver- 
fahren analysieren. So laSt sich beispielsweise Glucose im Blut 

40 mess en. Das erf indungsgemafie Verfahren ist daher fur die Spur en- 
analytik, fur die Quanitifizierung von Substanzen sowie fur die 
Diagnostik geeignet . Ins'besondere eignet sich das erf indungsge- 
ma&e Verfahren fur die Biof lux- Analyse von Fermentationsproben, 
Umweltproben und Lebensmittelproben. 

45 

Der Me£fehler bei der Bestimmung der chemischen Verbindungen im 
erf indungsgemaSen Verfahren liegt unter 10 %, bevorzugt unter 
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7,5 % , besonders bevorzugt unter 5 % . . 

Mit Hilfe des erf indungsgem&£en Verfahrens konnen neben der Ana- 
lyse von chemischen Verbindungen auch vorteilhaft Enzymreaktionen 
5 verf olgt werden^ das heifit es konnen Enzymkine tiken aufgestellt 
werden. Weiter kauri der KjQ-Wert, der Vn^-Wert, die Selektivitat 
des Enzyms, die Ausbeute der Reaktion best immt werden sowie die 
Auswirkung von Inhibit or en auf die Enzymreaktion in vivo und in 
vitro verf olgt werden. Auch k6nnen mogliche Reaktionsparameter 
10 wie die Temperatur oder der pH auf die Enzym-katalysierte Reak- 
tion untersucht werden. 

Eine Reinigung der Reaktions- bzw. Fermentations^ sung ist fur 
das erf indungsgem5£e Verfahren vor der Analyse mit der MALDI-TOF- 
15 Massenspektrometrie nicht erf orderlich. Die Reaktion kann direkt 
gemessen werden. Dies gilt insbesondere fur koinplexe Probengemi- 
sche auf Ferment a tionsbruhen im Rahmen von Biof lux-Analysen. Auch - 
nriissen fur die Reaktion keine Reinsubstanzen verwendet werden 
obwohl dies naturlich moglich ist. 

20 

Vorteilhaft k6nnen chemische Verbindungen, die im MAIJDI-TOF-MS 
nur schlecht oder gar nicht nachweisbar sind vor der Analyse 
derivatisiert werden <siehe Beispiele) und so schlieSlich 
analysiert werden. Die Derivatisierung kann vor oder nach der 

25 chemischen oder enzymatischen Reaktion oder des f ermentativen 

Prozesse erfolgen. Eine Derivatisierung ist besonders vorteilhaft 
in Fallen, in denen in hydrophobe bzw. fluchtige Verbindungen 
beispielsweise wie Ester, Amide, Lactone, Aldehyde, Ketone, 
Alkohole etc. hydrophile Gruppen eingefuhrt werden, die vorteil- 

30 haft noch eine ionisierbare Funktionalitat tragen. Beispiele fOr 
^ derartige Derivatisierungen sind Umsetzungen von Aldehyden oder 

Ketonen zu Oximen, Hydrazonen oder deren Derivate oder Alkoholen 
zu Estern beispielsweise mit symmetrischen oder gemischten 
Anydriden. Dies, erweitert das Nachweisspektrum des Verf ahrens 

35 signifikant. Die Derivatisierung nach Ablauf der chemischen 
oder enzymatischen Reaktion oder des f ermentativen Prozesses 
ermoglicht die direkte Messung des Original subs tr at s der Reaktion 
bzw. des Prozesses. Durch die Verwendung der MALDI -TOF-MS konnen 
dadurch auch Substanzen analysiert werden, die keinen Chromophor 

40 enthalten. Dies 1st gegenuber anderen Verfahren ein erheblicher 
Vorteil, da fur beispielsweise ubliche Detektionsverf ahren 
beispielsweise uber eine visuelle Erkennung in der Regel 
artifizielle Substrate, die beispielsweise einen Chromophor 
enthalten, verwendet werden muss en. Diese fuhren bei einer 

45 Optimierung auf diese Reaktion moglicherweise nicht zu einer 

Verbesserung der gewiinschten naturlichen enzymatischen Uiusetzung, 
da die Optimierung dieser artif iziellen Reaktion nicht die natur- 
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lichen Verh&ltnisse widerspiegelt . 

. Vorteilhaft wird im erf indungsgemaSen Verfahren zur Analyse der 

chemischen. oder enzymatischen Reaktion oder des ferment at iven 
5 Prozesses ein interrier Standard zugesetzt. Dieser interne 

Standard erm6glicht vorteilhaft die Quantif izierung der nieder- 
molekularen Verbindungen in der Reaktionslosung . Dieser Standard 
kann der chemischen oder enzymatischen Reaktion oder dem 
ferment ativen Prozess vor Beginn, wahrend oder nach Abschlufi der 

10 chemischen oder enzymatischen Reaktion oder des ferment ativen 

Prozesse zugesetzt werden, Vorteilhaft wird der interne Standard 
dem fermentativen Prozess vor Beginn zugesetzt beispielsweise in 
Form von markierten Kohlenstoff- oder Stickstof fquellen . Diese 
Kohlenstoff- oder Stickstof fquellen dienen dabei als Substrat, ^ 

15 das heiiSt der interne Standard dient in diesem Fall als Substrat \ 
im Metabolismus der Organismen. In diesem Fall handelt es sich 
bei dem intemen Standard urn eine sogenannte "Tracer-Substanz w 
mit deren Hilf e ein Markierungsmuster der entstehenden Ver- 
bindungen im Organismus durch anabole und/oder katabole Reak- 

20 tionen im Metabolismus erstellt werden kann. Mit Hilfe dieses 
Markierungsmuster kann der spezielle Metabolismus eines Organis- 
mus beispielsweise eines Mikroorganismus wie einem Bakterium oder 
einem Pilz oder einer Pflanze oder einem Tier oder Mensch auf- 
geklart werden. Die Markierung des intemen Standards ubertragt 

25 sich in diesem Fall auf die entstehenden Metabolite des Stoff- 
wechsels. Es konnen so die metabolischen Fliisse im Organismus 
studiert und identif iziert werden. Es lassen sich so Zwischen- 
produkte im Stoffwechsel nachweisen. Dies gilt auch fiir Zwischen- 
produkte chemischer oder enzymatischer Reaktionen. Im Vordergrund 

30 bei diesen Biof lux-Analysen steht die Quantif izierung der Isoto- 
pomerenvert e i lung der verschiedenen markierten Zwischenprodukte 
des Metabolismus. Die Zwischenprodukte konnen aber auch neb en dem 
qualitativen Nachweis noch quantif iziert werden. Dazu konnen wel- 
ter e anders markierte intemen Standards nach dem Ende der Reak- 

35 tion oder der Fermentation zugesetzt werden. Die Zwischenprodukte 
sind letztlich auch als Produkte des zu Beginn der Reaktion ein- 
gesetzten Edukts zu verstehen. Mit dem erf indungsgemaEen Verfah- 
ren konnen demnach auch Enzymreaktionen verfolgt bzw. analysiert 
werden, die auf einanderf olgende Reaktion katalysieren. Diese kon- 

40 nen durch ein Enzym oder durch mehrere Enzyme katalysiert werden. 
Auch Nebenprodukte konnen analysiert werden - 

Als intemen Standard werden vorteilhaft markierte Subs t an z en 
verwendet, die vorteilhaft im Stoffwechsel in einem Organismus 
45 umgesetzt werden oder die in einer chemischen oder enzymatischen 
Reaktion umgesetzt werden. Es sind aber .auch prinzipiell den 
Edukten und/oder Produkten Shnliche chemische Verbindungen als 
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interner Standard geeignet. Derartige Shnliche chemische Ver- 
bindungen sind beispielsweise sogenannten Verbindungen einer 
homologen Reihe, deren Mitglieder sich nur durch beispielsweise 
eine zusatzliche Methylengruppe unterscheiden . Als interner 
5 Standard werden bevorzugt durch mindestens ein Isotop ausgew&hlt 
aus der Gruppe *H, i 3 C, 15 N# 17 0/ is 0 , 33 S/ 34 S , 36 S , 35 C 1, 37 C 1, 
29si, 3 <>Si, 74 Se oder deren Mischungen markiertes Edukt, Produkt, 
wobei Edukt und/oder Produkt eine organische Verbindung sein 
konnen, die als Kohlenstoff- und/oder Stickstof fquelle oder sonst 
10 irgendwie im Organismus Verwendung finden kann, oder eine weitere 
markierte chemische Verbindung verwendet , Vorteilhaft wird die 
chemische Verbindung durch mindestens ein Isotop ausgewahlt aus 

der 2 H/ 13 C , 15 N/ 17 0 , 18 0/ 33 S/ 34 S , 36 S/ 35 Cl/ 37 C 1, 29 Si/ 30 Si/ 

74 Se. oder deren Mischungen markiert. Bevorzugt wird aus Kosten- 

15 griinden und aus Griinden der Zugfinglichkeit 2 H, 15 N oder 13 C als 
Isotop verwendet, Beispiele fur derartig markierte Substanzen 
sind L-0C 15 N-Lysin, L-l- 13 C-Alanin und l- 13 C-Glucose. Diese internen 
Standard brauchen fur die Analyse nicht komplett, das heifct voll- 
rnarkiert zu sein. Eine Teilmarkierung ist vollig ausreichend. Ein 

20 Abstand der Markierung von gr5Ser/gleich 3 Dalton bis kleiner/ 
gleich 10 Dalton ist vorteilhaf erweise ausreichend. Eine Messung 
ist aber auch unter 3 Dalton oder fiber 10 Dalton prinzipiell 
mBglich, wobei aber bei kleinen AbstMnden event u ell t)ber- 
lagerungen mit den Isotopen des Analyten oder bei graSeren 

25 Abstanden eventuell Isotopenef f ekte auftreten konnen. Dies 

erschwert die Messungen macht sie aber nicht unmoglich. Vorteil- 
haft wird auch im Falle eines markiert en internen Standards eine 
Substanz gewahlt, die eine moglichst hohe Homologie, das heiSt 
strukturelle Ahnlichkeit, zu der zu messenden chemischen Ver- 

30 bindung hat- Je hoher die strukturelle Ahnlichkeit ist, desto 
besser sind die Mefiergebnisse und desto genauer kann eine 
Quantif izierung der Verbindung erfolgen. 

Fur das erf indungsgemSfie Verfahren und besonders fur die Quant i- 
35 f izierung der in der Reaktion vorhandenen chemischen Verbindungen 
wie Edukte, Produkte, Zwischenprodukte oder Nebenprodukte ist es 
vorteilhaft den internen Standard in einem gunstigen Verbal tnis 
zu der zu messenden Verbindung wie Edukt, Produkt, Zwischen- 
produkt oder Nebenprodukt einzusetzen. Verh&ltnisse von Analyt 
40 (= zu bestimmende Verbindung) zu intemem Standard grofier 1:15 
filhren zu keiner Verbesserung der MeSergebnisse, sind jedoch 
prinzipiell moglich. Vorteilhaft wird ein Verhaltnis von Analyt 
zu iiiternem Standard in einem Bereich von 0,1 bis 15 eingestellt, 
bevorzugt in einem Bereich von 0,5 bis 10, besonders bevorzugt 
45 in einem Bereich von 1 bis 5, ganz besonders bevorzugt einem 
Verhaltnis von 1:1- 
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Wenn bei der Biof lux-Analyse FluSverteilungen und Reversibilita- 
ten von Reaktionen bestimmt werden, so wird der interne Standard 
vorteilhaft in solchen Mengen zugegeben, daS die resultierenden 
Intensitatsverteilungen der Analyte vorteilhaft in einem Bereich 
von 0,1 bis 10, bevorzugt in einem Bereich von 0 r 2 bis 5, beson- 
ders bevorzugt in einem Bereich von 0 , 5 bis 2 , ganz besonders be- 
vorzugt in einem VerhSltnis von 1:1 liegen. 



10 



Das erf indungsgemafie Verfahren ermoglicht die Messung von nicht- 
polymeren Verbindungen in einer vorteilhaf ten Korizentration von 
1 JLLM bis 500 mM, bevorzugt von 10 JiM bis 100 mM. 



Vorteilhaft werden die Analysenproben auf einen moglichst kleinen 
Raum bzw. auf einen mc-glichst kleinen Durchmesser konzentriert, 



15 um eine weitere Verbesserung der MeSpunktsauflosung bzw. MeS- 
genauigkeit zu erreichen. 

Die Reaktionsproben im erf indungsgemafien Verfahren konnen manuell 
oder vorteilhaft automatisch mit ublichen Laborrobotern vor- 

20 bereitet werden. Auch die Analyse mit MALDI -TOF-MS kann manuell 
oder vorteilhaft automatisch duxchgefuhrt werden. Durch die Auto- 
ma tisierung des erf indungsgemafcen Verfahrens kann die MALDI- 
Massenspektrometrie vorteilhaft zura schnellen Screening Enzym- 
katalysierter Reaktionen im sogenannten High -Throughput -Screening 

25 verwendet werden. Dabei zeichnet sich die MALDI -TOF-MS durch eine 
hone Empf indlichkeit bei geringstem Probenverbrauch aus . So kann 
beispielsweise ein rasches Screening nach metabolischen Aktivita- 
ten in Mikrotiterplatten durchgefuhrt werden. Mit der Methode 
kc-nnen als rasch neue Enzymaktivitaten sowie neue Mutanten be- 

30 kannter Enzyme nach einer Mutagenese beispielsweise uber nach ei- ^ 
ner klassischen Mutagenese mit chemischen Agentien wie NTG, \ 
Strahlung wie UV-Strahlung oder Rc-ntgenstrahlung oder nach einer 
sogenannten site-direkted mutagenesis, PCR-Mutagenese oder dem 
sogenannten gene shuffling gefunden werden. Dies zeigt sich in 

35 einer Veranderung bei der Biof lux- Analyse gegenuber dem entspre- 
chenden Ausgangsorganismus . 

Vorteilhaft werden fur das erf indungsgemaSe Verfahren Tragermate- 
rialen mit einem Rauhigkeitwert bzw. einer Rauhigkeitszahl von R z 

40 grdfier 1, bevorzugt grSfier 2, besonders bevorzugt grc-Ser 3, ganz 
besonders bevorzugt gr&fier 4 verwendet. Dabei bedeutet R z die 
gemittelte Rauhtiefe (pm) als arithmetisches Mittel aus den 
Einzelrauhtiefen ftinf aneinandergrenzenden Einzelme&strecken. Die 
Rauhtiefe wird nach DIN 4768 ermittelt. Diese Tragermaterialen 

45 sind polierte, beschichtete oder bedainpfte Tragermateri alien oder 
polierte und beschichtete oder polierte- und bedampfte Tragermate- 
rialien. Die Tr&ger bestehen aus einem Material ausgewahlt aus 
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der Gruppe Glas, Keramik, Quarz, Metall, Stein, Kunststoff, 
Guitimi, Silicium, Germanium oder Porzellan. Bevorzugt besteht das 
Material aus Metall oder Glas*. 

5 Zur Ermittlung weiterer Ana 1 y s endat en kann im erfindungsgemafien 
Verfahren die Analyse zusatzlich mit Hilfe des metastabilen 
Zerfalls nach der Ionisierung oder des stoiS^induz ier tern Zerf alls 
erfolgen. Dadurch konnen weitere Massendaten gewonnen werden, die 
die Identif izierung der vorhandenen . Edukte r Produkte, Neben- 
10 produkte oder Zwischenprodukte erleichtern bzw. ermdglichen und 
vorteilhaft auch die Bestimmung der Isotopomerenverteilung erwei- 
tern. 

Vorteilhaft wird im erf indungsgemafien Verfahren die Dynamik 
15 des Markierungsmusters und die Konzentration der chemischen 

Verbindungen speziell in den enzymatischen Reaktion bzw, in den 
fermentativen Prozessen gemessen. Dadurch konnen Enzymkinetiken 
oder zellinterne oder zellexterne Substanz-Pools oder sons tige 
kinetische Parameter analysiert we r den . Es konnen so und V ma x 
20 eines Enzyms bestimmt we r den . 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele naher erlautert: 

Beispiele 

25 

Die folgenden Beispiele zeigen die Quant if izierung von Meta- 
boliten des Stof fwechsels (= chemische Verbindungen) wahrend der 
Fermentation des Lysin-produzierenden Mikiroorganismus Coryne- 
bacterium glutamicum ATCC 21253. Die Lysin-Produktion mit Mikro- 
30 orgahismen ist einer der groSen biotechnol ogischen Fermentations- 
prozesse <Jetten und Sinskey, Crit . Rev. Biotechnol., 15, 1995: 
73-103). 

Fur die Versuche wurden folgenden Chemikalien verwendet: 
35 95 bis 99 % L~a 15 N-Lysin, 99 % L-l~ 13 C-Alanin und 99 % 1- 13 C- 

Glucose von Euroisotop (Gif-sur-Yvette, Frankreich) , Zucker- 
' melasse von Sudzucker AG ( Mannheim/ Ochs en furt , Deutschland) mit 

einem Trockengewicht von 84 % und einer Polaritat von 51,4 und 

einem pH von 7,4. Alle anderen Chemikalien stammen von Sigma - 
40 Aldrich (Deisenhof en, Deutschland) . 

Der Stamm Corynebacterium glutamicum ATCC 21253 wurde auf PMB- 
Medium (Vallino und Stephanopolus, Biotechnol. Bioeng., 41, 1993: 
. ■ 633-646) entweder mit 18 g/1 Glucose, als Kohlenstoff quelle 
45 {= Mineralmedium) . oder mit 20 g/1 Melasse (= Komplexmedium) 

angezogen. Mit 0,9 % NaCl gewaschene, auf LBG5 -Medium (Vallino 
und Stephanopolus, Biotechnol. Bioeng., 41, 1993: 633-646) vorge- 
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zogene Zellen wurden in 0,9 % NaCl resuspendiert und als Inoculum 
genommen- Die Experiment e mi t Me lass e wurden in 100. ml Schtittel- 
kolben durchgef tlhrt . Die Kultivierung in Miner almedium wurden in 
100 ml Bioreaktoren (Meredos, NSrten-Hardenberg, Deutschland) 
5 durchgef lihrt . Die Kultivierung erfolgte bei pH 7,0. und 30°C. 

Die Biomasse wurde bei einer optischen Dichte von 660 nm. 
(Ultrospec 2000, Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburg, 
Deutschland) und als Biotrockenmasse gravimetrisch bestimmt . Der 

10 Xorrelationsfaktor zwischen optischer Dichte und Biotrockenmasse 
ist 0,2 9 * OD 6 $omn = Biotrockenmasse in der Einheit g/1. Die 
Amino saur en wurden in Doppelbestiinmungen mit der HPDC unter Ver- 
wendung eines Derivatisierungs-Kits { ACCQ-TAG , Waters, Milford, 
USA), einer ACCQ-TAG- Saul e (Waters, Milford, USA) mit einem 

15 Gradient en aus ACCQ-EluentA (Waters, ; Milford, USA) und Aceto- 
nitril/Wasser (60:40) bei einem Flu£ von 0,8 ml/min, 37°C und 
UV-Detection bei 250. nm. Die Mefcfehler bei der Lysin- und 
Alanin-Bestimmung betrugen jeweils 1,6 bzw. 2,5 %. Glucose wurde 
enzymatisch in Doppelbestimmungen bestimmt ( Sigma -Aldrich, Dei- 

20 senhoifen, Deutschland). Der Mefifehler bei den Bestimmungen betrug 
1,7 %. 

Die MALDI-TOF-MS-Messungen wurden mit einem Bruker Reflex III 
(Bruker- Franz en, Bremen, Deutschland) mit einem 337 nm Stick- 

25 stoff laser und einem rechtwinkligen 384-Well Scout target zur 
Probenaufnahme durchgef tthrt . Das Gerat verfugt iiber einen 8 Bit 
Digitalisierer . Als Matrix wurden verschieden Verbindungen 
verwendet. 2 , 5-Dihydroxybenzoes£ure (= DHB) wurde in Methanol 
(200 mg/ml) und 5-Aminoquinolin (= 5AQ) in deionisiertem Wasser 

30 (75 mg/ml) gelost. Die folgenden Matrixes wurden in bis zur 

Sattigung in einem Gemisch von Acetonitril : Was s er iTrifluor ess ig- 
s£ure (70:30; :0,1) gelSst : SinapinsSure (= SA) , Trihydroxyaceto- 
phenon { = TACP) und 4-Hydroxy-azobenzol-2- carbons Sure (= HABA) - 
Im Falle der Matrixes SA, HABA, TACP und 5AQ wurden 0,3 \il Matrix 

35 in die Mitte eines Mefipunktes pipettiert und an der iAift getrock- 
net. Danach wurden auf jeden Mefipunkt 0,3 |il der zu messenden 
Proben pipettiert. Die besten Ergebnisse wurden mit DHB als Ma- 
trix nach folgenden Schema erzielt: Ein diinner Film der Matrixltf- 
sutig wurde auf einen MetalltrSger durch langsame Bewegung der Pi- 

40 pette iiber benachbarte Mefipunkte aufgetragen. Durch die OberflS- 
chenspannung wurde die LSsung automatisch von der Pipettenspitze 
auf den MetalltrSiger ubertragen und bildete dort einen. dunnen 
Film,, der innerhalb von Sekunden abtrocknete. Die Proben (0,3 fil) 
. wurden anschlieSend in die Mitte der Me$punkte pipettiert. Die so 

45 behandlete Metalltr&gerplatte wurden an der Luft iiber ca r 10 Mi- 
nuten getrocknet und anschlieSend direkt in die Vakuumkammer des 
MALDI-MeSgerats eingefuhrt. Jeder Mefipunkt wurde mit 50 Laser- 



WO01 94S1 0 [hitp:/'V^/yw.getthepatent.coni/Login.do 1 5 of 51 



C 



c 



# 



WO 01/94910 PCT/EP01/06415 

14 

schussen aus 5 verschiedenen Positioner! analysiert . Je funf Me£- 
punkte wurden pro zu messender Probe hergestellt und analysiert. 
In einigen Fallen lief erten die Schusse aufgrund der heterogenen 
Kristallisation ubersteuerte oder zu schwache Signale (< 10 Zah- 
5 ler pro SchuE) . Aufgrund der Tatsache das die Integration der 

Fl&cheneinheiten solcher Schusse zu Fehlem fiihren wurden, wurden 
sie von der Analyse ausgeschlossen. Die direkte Verwendung des 
Oberstands der Ferment at i onsbruhen fiihrte gewohnlich zu dicken 
und dichten Kristallen mit eine schwachen Signal ef fizienz selbst 

10 fur Matrixionen. Dieser Effekt liegt vercuutlich am hohen Salzge- 
halt der Fermentationsbriihen, welcher die Sensitivitat der MALDI- 
Analysen b ekannt 1 i cherma£en herabsetzt (Karas et al . , Biomed , En- 
viron, Mass Spectrom. 18, 1989: 841-843) . Eine beispielsweise 1:5 
Verdiinnung der Proben mit beispielsweise deionisiertem Wasser vor 

15 der MALD I -Analyse verbessert die Ergebnisse drastisch. 

Beispiel 1: Detektion der Metabolite mit MALDI-TOF-MS 

Lysin, Alanin, Glucos und Sucrose wurden mit positives Ref lector - 

20 modus bestimmt. Figur la zeigt das Spektrum einer 2,5 mM Mischung 
dieser 4 Verbindungen mit einer DHB- Matrix in deionisiertem 
Wasser. Als Kontrolle zeigt Figur lb reixxes deionisiertes Wasser. 
Die gebildeten Ionen konnten klar den einzelnen Analyten durch 
Einzelanalyse der Analyten und Vergleich mit den Spektren 

25 stabiler markierter Isotopen der Analyten zugeordnet werden 

{Ergebnisse nicht gezeigt) . Alanin und Lysin bilden hauptsachlich 
[M+Hl + Ionen bei jweils m/z 90 und m/z 147. Mit geringerer 
Intensitat wurden Addukte der zwei Verbindungen mit Natrium- und 
Kalium- Ionen bei der entsprechenden -Masse detektiert. Glucose 

30 (m/z 203, 219) und Saccharose (m/z 365, 381) gaben klare Signale 
als [M+Na] + - und [M+K] + -Addukte . Es wurden keine protoni erten 
Ionen dieser Zucker beobachtet. Besonders Lysin gab starke 
Signale. Dies ist vermutlich auf die beiden Aminogruppen des 
Molektlls zuruckzufuhren, die im Positiv-Mode durch die lonisation 

35 leicht geladen werden k6nnen. Die Kontrolle mit reinem DHB ergab 
keine isobar en Oberlagerungen zwischen Analyt und Matrix. Die 
Hauptionen, die mit DHB detektiert wurden war en: [DHB-H203+ bei 
m/z 13 6, [DHB-H 2 0+H] + bei m/z 137, [DHB] + bei m/z 154, [DHB+H] + 
bei m/z 155, [DHB-H 2 0+Na]+ bei m/z 159, [DHB-H+Nal + bei m/z 176, 

40 [DHB+Na] + bei m/z 177, [DHB-H+2Na] + bei m/z 199 und rndglicherweise 
das Umwandlungsprodukt der dimeren Ionen bei m/z 273, 304 und 
375. Das Verhaitnis der protonierten Ionen zu den Ionen mit 
Natrium und Kalium h&ngt bzw. hing von den Proben- und den 
Analysen-Bedingungen ab. Die Menge an Ionen mit Kalium und 

45 Natrium nahxrt stark zu, wenn der Puffer mit diesen Ionen in den 
Proben vorhanden war. GewShnlich nahm die Zahl der verschiedenen 
Ionen mit -wachsender Laser energie zu, die ftir die lonisation ver- 
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wendet wurde. Alle vier Verbindungen konnten gleichzeitig in 
einer Probe bestimmt werden . Die Intensit&t der einzelnen Ver- 
bindung ist dabei unterschiedlich, m5glicherweise aufgrund ihrer 
heterogenen Verteilung in der Matrix. Die Signal intensity t von 
5 Glucose und Alanin kann durch habere Laserenergien gesteigert 
werden. Zus&tzlicne m+1 Signale wurden fur alle Analyten beob- 
acbtet. Dies spiegelt das Vorhandensein nattirlicher Isotope 
von Kohlenstoff , Stickstoff, Wasserstoff und Sauerstoff in den 
Proben wieder. Die experiment ell en m+l/m-Signalverhaltnisse von 
10 0,075±0,005 (Lysin), 0,038±0,005 (Alanin), 0,072±0,004 (Glucose) 
und 0, 140±0,011 (Saccharose) korrelieren sehr gut mit den 
tbeoretischen Werten von 0,076 fur Lysin, 0,038 fur Alanin, 0,071 
fur Glucose und 0,142 fur Saccharose. Unter den getesteten 

Matrixes ergab DHB die besten Ergebnisse besonders fur Zucker. f~ 
15 Auch SinapinsSure ergab gute Ergebnisse. Im negativ-Mode konnten v„ 
keine Signale der Analyten erhalten werden. 

Beispiel 2; Quantif izierung mit MALDI-TOF-MS und internem 
Standard 

20 

Die MAlfDX -TOF-Mass enspektrum einer etwa 1:1 Mi sc hung von 9 mM 
natiirlich markiertem und 10 mM 95 % a 15 N-Lysin werden in Figur lc 
wiedergegeben. Die Signale bei m/z 147, 148 und 149 geben nicht- 
markierte, einf ach-markierte und doppelt-markierte Isotopen- 

25 fraktionen wieder. Die Signale bei m/z 147 und m/z 148 sind 

deutlich getrennt, so daS die zugeh6rigen Fl&cheneinheiten klar 
getrennt sind. Gleiches wurde fur Alanin und Glucose (Daten nicht 
gezeigt) beobachtet . Die Flacheneinheiten der Signale von m geben 
die Menge an nicht-markiertem Lysin und die von m+1 die Menge an 

30 einfach-markiertem I.ysin wieder. In der m+l-Fraktion sind auch 
natttrliche Isotopen en thai ten, die in den Ergebnissen enthalten 
sind und durch die tbeoretischen Werte korregiert werden muss en. 
Die Mengen werden mit Hilfe der folgenden Gleichungen quantifi- 
ziert: 



35 



Sm+l , analyte * Canalyte + Sin+l, standard * C s taadard 

I = — ' " 

Sm, analyte * Canalyte + S m- standard * Cstandard 



(1) 



4Q (Sm+1, standard ~ s m, standard * 

Canalytie = Cstandard " " " 

(Siruanalyte * 1 ~ S m +i, analyte) 

In den Gleichungen ist das Intent si t&tsverh&ltnis I = I m+ i/I m , 
45 die Konzentration. von Analyt Canaiyte und intemer Standard C sta ndard 
die Sensitivit&t s. Die SenistivitSt gibt die verschiedenen 
Massefraktionen einer Verbindung wieder. Beispielhaft ist die 
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Sensitivit&t von Lysin wiedergegeben, Naturlich markiertes Lysin 
besteht aus 92 , 9 % nicht-markierten und 7,1 % einf ach-markierten 
Isotopemeren, hoher markierte Isotopomere sind zu vernachl&s si- 
gen, Der verwendete interne Standard 95 % <X 15 N- Lysin weist drei 
5 Hauptmassefjraktionen auf : nicht-markierters Isotopomer (m) , a 15 N- 
markiertes Isotopomer (m+1) und naturlich markiertes Isotopomer 
des einf ach-markierten a 15 N- Lysin (m+2) . Diese wurden mit jeweils 
2,5 %, 90,6 % und 6,9 % quantif iziert . Dies fuhrte zu den folgen- 
den SensitivitSten fur Lysin: S m/ analyte = 0/929, S m+ i raQa iyte = 
10 0,071, S m , st andard = 0,025 und S m+ i, standard = 0,906. 

Das Potential der MALDI -TOF -MS zur Quant if izierung wurde mit 
waErigen Mischungen naturlich markierter Verbindungen mit 
gleichen Mengen an internem Standard in einem Konzentrations- 

15 bereich des Analyten von 10 |IM bis 100 mM getestet. Der Vergleich 
der theoretischen und experiment ell bestimmten Kon z en trati onen 
an Lysin, Alanin und Glucose (Figuren 2A - F, Quant if izierung 
in waJSriger L6sung) zeigt eine klare lineare Beziehung mit 
einem Regressionskoef fizienten von 1000 fur jeden Analyt. Dies 

20 zeigt das Potential der MALDI-MS in Kombination mit markierten 
internen Standards zur Analyse der Konzentration kleiner 
chemischer Verbindungen. Die mittlere Standardabweichung uber 
alle durchgefuhrten Versuche betrSgt fur Lysin 4,3 %, fur 
Glucose 3,2 % und fiir Alanin 3,7 % . Die best en Ergebnisse zur 

25 Quantif izierung wurden mit einer Konzentration von Analyt zu in- 
ternem Standard von etwa 1:1 erreicht . Gute Quantif izierungen wa- 
ren aber audi nocb bei einem Konzentrationsverhaitnis von Analyt 
zu internem Standard zwischen 0,2 bis 5 mSglich. 

30 Beispiel 3: Anwendung von MALDI-TOF-MS auf C. glutamicum 
ATCC 21253 Fermen tat ions bruhen 

MALDI~TOF-MS-Messungen wurden zur Quantif i zierung von Metaboliten 
in C. glutamicum ATCC 21253 Fermentationsbruhen verwendet, Der 

35 Lysin-produzierende Stamm wurde in PMB Mineralmedium mit einer 
anf&nglichen Konzentration an 20 g/1 Melasse und 18 g/1 Glucose 
angezogen (Figuren 3a und 3b) . In Figur 3a (Melasse) und 3b 
(Glucose) werden die Massenspektren von 1:5 verdiinnten Kultur- 
tiberst&nden mit DHB als Matrix direkt nach der Inoculation 

40 wiedergegeben. Es konnten klare Signal e der Substrate ermittelt 
werden. Sowohl Natrium- als auch Kalium-Addukte der beiden Ver- 
bindungen (Saccharose und Glucose) wurden bei m/z 203 und 219 
(Glucose) und m/z 365 und 381 (Saccharose) gefunden. Keine 
Signale wurden bei den m/z-Werten fur Lysin und Alanin gefunden, 

45 die erst wShrend £er Kultivierung gebildet werden. Ein Beispiel 
fur ein MALDI-Spektrum am Ende der Kultivierung nach 40 Stunden 
ist in Figur 3 c fur das Wachstum auf Mineralmedium mit einer 
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Konzentration von anfSnglich 18 g/1 Glucose wiedergegeben. Das 
Glucose-Signal ist vers chwunden. Die beiden Hauptprodukte des 
Stammes Alanin und Lysin kSnnen klar detektiert we r den. Besonders 
hohe Signale resultieren vom Lysin, das als Hauptionen die Ionen 
" 5 [M+H] + bei m/z 147, [M+Na] + bei m/z '169 und [M+K] + bei m/z 185 
zeigt. Alanin wurde mit [M+H] + bei m/z 90 bestimmt. 

Die Figuxen 4a und 4b zeigen das Profil nach 3 0 Stunden Kulti- 
vierung von C. glutamicum ATCC 212 S3 in PMB Medium mit Glucose 

10 (Figur 4a) uiid Melasse {Fignr 4b) . Glucose, Lysin und Alanin 
wurd en wie oben beschrieben mit MALDI-TOF-MS und intern em 
Standard und Messung des Zellwachstums als optische Dichte bei 
PI>€60 nm quantif iziert . Die S t and ar dabwe i chung der Messungen 
(5*50 Schusse) wird in den Figuren wieder gegeben . Figur 5A bis 5D r" 

15 gibt den Vergleicb der MALDI-TOF-MS Quantif izierung von Lysin, V 
Alanin und Glucose mit den Ergebnissen konvent lonelier analy- 
tischer Techniken wie HPLC {Lysin, Alanin) und enzymatischer 
Bestimmung (Glucose) wieder. Dieser Vergleich ergibt eine 
hervorragende Ober eins t immung zwischen der MALDI-TOF-MS und 

2 0 den konventionellen Methoden uber den gesamten Verlauf der 
Fermentation wieder. Der Regress ions koef izient war in alien 
Fallen nahe 1 . Besonders bei haheren Konzentr at ionen uber 1 mM 
waren die Standardabweichungen bei der MALDI - TOF-MS -Me s s ung 
kleiner als 5 %. 

25 

Der Stamm scbeidet in beiden Medien Lysin aus und wachst in 
beiden Medien zun&chst expotentiell . Mit dem Verbrauch der 
essentiellen Aminos &ur en Methionin, Threonin und Isoleucin im 
Medium (Daten nicbt gezeigt) , stoppt das Wacbstum und die Lysin- 

30 produktion beginnt. Die Kinetik und die Stochiometrie der beiden 

Kultivierungen waren sigxiifikant unterschiedlich. 9,5 mM Lysin \ 
und 1,1 mM Alanin wurden auf definiertem Medium gebildet, auf 
Melasse-Medium wurden nur 3,5 mM Lysin und 1.0 mM Alanin 
gebildet . Das Gegenteil war der Fall fur die Produktion der 

35 Biomasse. Mit 4,3 g/1 Biomasse wurden auf Miner almedium 22 % 
weniger Biomasse gebildet als auf Melassemedium (5,5 g/1). 
C. glutamicum kann auf Melassemedium ohne die Aminosauren 
Threonin, Methionin und Leucin bis zu einer Biomasse von 1/2 g/1 
wacbsen. 

40 

Die gute Ub ere ins t immung zwischen den Ergebnissen mit konven- 
tionellen Methoden und MALDI - TOF -MS zeigen die M5glichkeit der 
Anwendung dieser Methode fur die Biof lux-Analyse von Organismen. 
Dabei hat die MALDI -TOF -MS -Methode eine Reihe von Vorteilen 
45 gegenuber konventionellen Verfahren wie beispielsweise die 

schnellere Analysenzeit, die gleichzeitige Analyse sehr unter- 
schiedlicher Verbindungen wie Aminosauren und Zucker, die 
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MSglichkeit einer Analyse mit sehr kleinen Probenmengen bzw. 
Volumina. 

Beispiel 4: 

5 

13 C-Tracerexperimente mit Messung der Markierungsmuster von 
Stof fwechselprodukten durch MAIiDI-TOF-MS und stochiometrischer 
Bilanzierung zur Biof lux-Analyse des Stof fwechsels von Coryne- 
bact&rium glutamicum ATCC 21253 in Batch-Kultivierung . 

10 

Das folgende Beispiel zeigt die Bestimmung von Biof luxparame tern 
des Stof fwechsels des Lysin-produzierenden Mikoroorganismus 
CorynebacterJ-um glutamicum ATCC 21253. 

15 Definition einz einer im Beispiel verwendeter Begrif fe zur ^C- 
Markierung von Stof fen 

Durch unterschiedliche Anzahl und Positionen von 13 C- At omen in 
einer Substanz ergeben sich verschiedene Positionsisotopomere. 

20 Eine Substanz mit n Kohlenstof fatomen besitzt demnach 2 n ver- 
scbiedene Positionsisotopomere. Posit ions isotopomere gleicher 
Masse, die also eine identiscbe Anzahl an 13 C-Atomen aufweisen, 
der en genaue Position im Molektil jedoch verschieden sein kann, 
bilden Gruppen von Massenisotopomeren . Die Anteile einzelner 

25 Gruppen von Massenisotopomeren konnen mit Massenspektrometrie 
gemessen werden. Es ergibt sich dabei ein charakteristisches 
Massenspektrum mit einzelnen Peaks, die verschieden schwere 
Massenisotopomergruppen widerspiegeln. Die relative Haufigkeit 
zweier Massenisotopomerengruppen der Massen mi und m2 zueinander 

30 bezeichnet man als Intensi tats verbal tnis Imi/m2 ■ Intensitats- 
verhaltnisse kfinnen durch Vergleicb von Peakhdhen oder Peak- 
flachen der entsprechenden Massenisotopomergruppen bestimmt 
werden . 

35 Die Kultivierung und Analytik erfolgte, wie in den voran- 
gegangenen Beispielen beschrieben. 

Erganzimg zur Kultivierung: Als Substrat wurde ^C-markierte 
Glucose eingesetzt, wobei zwei parallele Ansatze durchgefuhrt 

40 wurden. Im einen Ansatz wurde als Substrat 99% l-l3C-Glucose 

{Euriso-top, Gif-sur-Yvette, Frankreich) eingesetzt, Im anderen 
Ansatz wurde als Substrat ein Gemisch von naturlich markierter 
Glucose (Sigma, St. Louis, USA) zu 99 % U-^C-Glucose (Euriso-tpp, 
Gif-sux-Yvette, Frankreich) im molar en Vernal tnis 37,5 : 62,5 

45 eingesetzt. Proben, die nach etwa 17 Stunden Kultivierungszeit 
gegen Ende der Lysinproduktionsphase gezogen wurden, wurden 
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anschliefiend rait MALDX -TOF -MS auf die Markierungsmuster der 
gebildeten Produkte Lysin, Acetat und Trehalose analysiert . 

GegenOber der unter den Beispielen allgemein beschriebenen MALDI - 
5 Analytik wurden folgende And e rung en' vorgenommen: Pro Probe wurden 
die Signale von 100 x 5 Schussen auf summiert . Mit der Gerate- 
software XMass (Bruker Daltonics, Bremen) wurden fur jeden 
Met aboil ten die relativen Peakhdhen der einzelnen Masseniso- 
topomere bestimmt. 



10. 



Ergebnisse: 

Kultivierungsverlauf der Batch-Fermentation von C. g-lutamlcum 

ATCC 21253 r 

Nach etwa 7 Stunden Kultivierung begann mit dem Verbrauch der 
essentiellen Aminos&uren Threonin, Leucine und Methionin die 
Bildung von Lysin und verschi edenen Nebenprodukten wie Alanin, 
Valin, Acetat, Uctat, Pyruvat und Trehalose. Aus den gemessenen 

20 Konzentrationen von Substrat, Produkten und Biomasse nach 7 und 
17 Stunden Kultivierungsdauer wurden Bildungs- und Verbrauchs- 
raten fur den Zeitraum der Lysinbildung bestimmt. Daraus wurden 
auf das Substrat bezogene Ausbeutekoef f izienten (in mmol/mmol 
Glucose) errechnet. Der Bedarf einzelner In t ermed i . 3 r me t abo lite 

25 fur die Biomassesynthese wurde uber den experiment ell bestimmten 
Biomasse-Yield (in g Biotrockenmasse/mmol Glucose) sowie Daten 
zur Biomassezusaroniensetzung von C. glutamicum (Marx, A- , de 
Graaf, A. A., Wiechert, W. , Eggeling, L und Sahm, H., 1996, Bio- 
technology & Bioengineering, 49: 111-129) ermittelt- Tabellen 1 

30 und 2 zeigen die Mittelwerte aus den parallel durchgefuhrten Tra- 
cer experiment en. Das Hauptprodukt Lysin wird mit einem Yield von ( 
0.225 mol/mol gebildet. Daneben produziert der Stamm eine Reihe 
von Nebenprodukten mit geringeren Anteilen. 



35 Bestimmung der Markierungsmuster von Metaboliten mit MALDI -TOF— MS 

Optimale Signale erhielt man fur die Messung der Markierungs- 
muster von Trehalose und Lysin mit 2 , 5-Dihydroxybenzoesaure als 
Matrix. Fig. 6 zeigt ein MALDI-TOF-MS- Spektrum von Lysin aus dem 

40 Tracer experiment mit einem Gemisch aus U- 13 C-Glucose und naturlich 
markierter Glucose (37.5:62.5), welches als [M+H] + -Addukt mit 
2,5-DHB als Matrix im positiven Ref lektormode aufgenommen wurde. 
Man erkennt deutlich die verschi edenen gebildeten Massenisoto- 
pomere wie zum Beispiel die der Massen 147 <m) , 148 (m+1) , 149 

45 (nw-2) oder 150 (m+3 ) - Fig. 7. zeigt ein MALDI -TOF -MS-Spektrum von 
Acetat aus einem Tracer experiment mit 99 % l-^C-Glucose aus dem 
negativen -Ref lektormode mit 2,5-DHB als Matrix. Fur beide Me s sun- 
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gen wurde Fementationsbruhe aus 17 h Batch-Kultur von C.glutami- 
cum ATCC21253 genommen. Neben dem Hauptpeak des nicht markierten 
Acetats bei der Masseladungszahl m/z 59 als [M-Hj --Addukt , sind 
die anderen gebildeten Massenisotopomere m+1 {m/z 60) und m+2 
5 (m/z 61) zu erkennen. Die Intensit&tsverhaitnisse wurden den 
durch Vergleich der jeweiligen Peakhdhen mit der Bruker-Sof tware 
XMass ermittelt. Folgende Intensit&tsverhSltnisse wurderi fur Me- 
tabolite mit l- 13 C-Glucose als Tr acer subs t rat bestimmt: I m+ i/ m , 
Lysin = 1.H3 Und I m+ i/m + 2 ( Trehalose = 0.422 (siehe Tab. 3)- FUr das 
10 Gemisch aus U 12 /U 13 C-Glucose wurden die In t ens i tUts verba ltnisse 

Xm+l/m, Lysin = 0-89, I m +2/m+l, Lysin - 1-28, I m+ i/ m , Acetat = 0.120 und 
Im+l/m,*2 Acetat = 0-211 gemessen. Die Fehler der jeweiligen Messun- 
gen lagen zuraeist im Bereich von 5 - 10 %. Diese Intensitats- 
verhaltnisse wurden fur die Biof lux-Berechnung herangezogen. 



15 



Biof lux-Berechnung 



Mit Hilfe eines Modells des zentralen Metabolismus von 

C. g-lutamxcum in der Software Mat lab /Simu link {Wittmann und 

20 Heinzle, 1999, Biotechnology & Bioengineering : 62: 739-750; 
Wittmann und Heinzle, Abstract, 9 th European CongreS von Bio- 
technology, Brussel, Belgien, Juli 1999) wurde die intrazellul^re 
FluEverteilung aus den experiment ell bestimmt en Markierungs- 
must era der Metabolite sowie den stochiometrischen Daten der 

25 Kultivierungen {siehe Tab. 1 und Tab. 2) berechnet. Als Ausnahme 
wurde aus den stochiometrischen Daten der experimentelle Yield 
von Lysin nicht berucksichtigt . Vielmehr wurde der aus der Bio- 
flux-Analyse bestimmte Lysin-Yield mit dem experiment ell en Wert 
verglichen, urn die Konsistenz der Daten zu uberprxifen. 

30 

( Die gemessenen IntensitStsverh&ltnisse lassen sich zur Bestunmung 

verschiedener Flufiparameter heranziehen. Dies ergaben Simulatio- 
nen des St of fwechsels von C. glutamlcum, die zuvor mit einem in 
Matlab/Simulink entwickelten Modell durchgefuhrt worden war en. 

35 Eine Obersicht der Ergebnisse ist in Tab. 3 dargestellt. Mit. 

l_i3c_Glucose als Tracersubstrat lassen sich aus dem Intensitats- 
verhaltnis I a+ i/ m von Lysin das Verzweigungsverh&ltnis zwischen 
Glycolyse und Pentosepnosphat-Weg (<J> PPP ) und aus dem Intensit&ts- 
verh&ltnis I m+2 /m+l von Trehalose die Reversibilit&t von Glucose- 

40 6-phosphat-Isomerase (Cpgi) bestimmen. Mit einem Gemisch aus 

nattirlich markierter und U- 13 C-Glucose als Tracersubstrat lassen 
sich aus dem Intensit&tsverh&ltnis I m +i/m von Lysin das Ver~ 
zweigungsverhaitnis zwischen Carboxylierung von Pyruvat/Phospho- 
enolpyruvat sowie dem Einschleusen von Pyruvat in den Citrat- 

45 Zyklus, (Opyc) / aus dem Intensitatsverhaltnis I m +2/m+i von Lysin 

das Verzweigungsverhaitnis zwischen Succinylase und Dehydrogenase 
-Weg in der Lysinbiosynthese, und aus dem Intensit&tsverh&ltnis 
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Im+i/m von Acetat oder Alanin oder anderen aus Pyruvat gebildeten 
Metaboliten der Austauschf lu£ zwischen Pyruvat /Phospboenolpyruvat 
und Oxalacetat (£pc/pepck) bestimmen. 

5 Die jeweiligen Parameteranpassungen wurden mit einem Gradient- 
solver der Software Matlab (fmincon) durchgef tihrt, in ver- 
schiedenen Anpassungen wurden dabei die Startwerte der Parameter 
variiert, um das Auffinden totaler Minima zu ermoglichen. In 
alien Fallen konvergierte der Algorithmus zu den gleichen End- 
10 werten fur die zu bestimmenden Parameter. Das Kriterium der Gilte 
der Anpassung war in alien Fallen die Summe der Quadrate der Ab- 
weichung zwischen Modellresultaten und experiment ell en Resultaten 
(least square) • 

15 in alien Anpassungen wurden die stfichiometrischen Daten in Tab- 1 
und Tab. 2 berilcksichtigt . Folgende Flufiparameter wurden nicht 
bestimmt und Literaturdaten, die Tracer- Experimente von 
C. &lutamicum in kontinuierlicher Kultur mit NMR beschreiben, 
entnommen: Reversibilit&t der Transketolase I <£tki 2,50), 

20 Reversibilit&t der Transketolase II <Ctk2 = 0,50), Reversibilitat 
der Transaldolase (Cta = 1,00). 



Die Berechnung der Fltlsse aus den experimentellen Daten erfolgte 
folgendermaBen: Es wurden zunSchst fur das Tracerexperiment mit 

25 l- 13 C-Glucose aus dem Int ens i t at sver ha ltnis Im+i/m von Lysin das 
Verzweigungsverhaltnis zwischen Glycolyse und Pentosephosphat-Weg 
(Oppp) und aus dem Intensit^tsverhSltnis I m +2/m+i von Trehalose die 
Reversibilitat von Glucose-6-phophat-Isomerase (£fgi) ermittelt. 
Die beiden Flufiparameter wurden dann an die nachste Parameter- 

30 bestimmung xibergeben, die fur das Experiment mit dem Gemisch aus 
naturlich markierter und U- 13 C-Glucose als Tracersubstrat aus dem 
IntensitatsverhSltnis I m +i/m von Lysin- das Verzweigungsverhaltnis 
zwischen Carboxylierung von Pyruvat / Phospboenolpyruvat und dem 
Einschleusen von Pyruvat in den Citrat-Zyklus , {<J> PYC ) , und aus dem 

35 Intensitatsverhaitnis I m +2/m+i von Lysin das Verzweigungsverhaltnis 
zwischen Succinylase und Dehydrogenase-Weg in der Lysinbio- 
synthese berechnete. Die Ergebnisse wurden dann in einer dritten 
Schleife ubernommen und far die Bestimmung des Austauschf lusses 
zwischen Pyruvat/ Phospboenolpyruvat und Oxalacetat <£pc/pepck) aus 

40 I m+ i/ m von Acetat und I m +i/m+2 von Acetat verwendet. Die drei Para- 
meteranpassungen wurden solange hintereinander durchlaufen, bis 
keine signif ikante Anderung der Ergebnisse mehr zu beobachten 
war* Dies war nach 3 Durchlaufen erreicht. 



45 
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Fig. 8 zeigt die resultierende Flu£karte fur die Phase der Lysin- 
bildung. Folgende inter essante SchluEf olgerungen fur Batch-Kultur 
zwischen 7 und 17 h Kultivierungsdauer von C. glutamicum 
ATCC21253 lassen sich unter anderem aus den Daten ziehen: 

5 

(1) Der relativ hohe Flu£ in den Pentosephosphat-Weg <4>ppp = 
0.69) stellt ausreichend NADPH fiir die Xrysinsyn these zur 
Verftigung. 

10 (2) Beide alternatives Stof fwechselwege in der Lysinbiosynthese 
sind aktiv. 

(3) Es resultiert ein signif ikanter Ruckflufe von Oxalacetat 
zu den Pools von Pymvat/Phosphoenolpymvat . Der dadurch 

15 ablaufende * futile cycle" k6nnte zum Abbau von uberschussigem 

ATP genutzt werden. 

(4) Der Citratcyclus ISuft mit hoher Aktivitat ab, of f ensichtlich 
wird eine hohe Menge an Energie Equivalent en erzeugt, die 

20 aufgrund des zum Erliegen kommenden Wachstums w£hrend der 

Lysihbildung unter Umstanden uber den "futile cycle" zwischen 
Oxalacetat und Pyruvat/Phosphoenolpyruvat verbraucht werden. 



25 



30 



(5) Das Enzym Glue ose- 6 -phosphat- Isomer as e 1st stark reversibel . 

Der iiber die Bi of lux-Analyse bestimmte Lysin- Yield von 0.202 mol/ 
mol zeigt exzellente Ubereinstimmung mit dem experiment ell 
gefundenen Wert von 0.224 mol /mol. Dies unterstreicht die 
Konsistenz der Daten. 

Zusammenf assung von Beispiel 4 



Mit der vorl legend en Methode l££t aus wenigen gezielten 
Analysen von Int ens it^tsverhaltnis sen von Metaboliten in Tracer- 

35 experiiaenten der Zentralstof fwechsel des kysinproduzenten Cozryne- 
bactez-lum grlutamicum nahezu vollst&ndig quantif izieren. Ins- 
be sonde re die Schlusselparameter der Lysinbildung wie Ver- 
zweigungsverhaitnis zwischen Glycolyse und Pentosephosphat-Weg 
(Oppp) , Reversibilit&t von Glucose- 6 -phophat- Isomer ase (£pgi) , 

40 dem Ver zweigungs verh^l tni s zwischen Carboxylierung von Pyruvat/ 
Phosphoenolpyruvat und dem Einschleusen von Pyruvat in den 
Citrat-Zyklus, (Op Y c) * Verzweigungsverh&ltnis zwischen Succinylase 
und Dehydrogenase-Weg in der Lysinbiosynthese sowie Austausch- 
fltisse zwischen Pyruvat/Phosphoenolpyruvat und Oxalacetat 

45 (Cfc/pepck) konnen mit der entwickelten Methode bestimmt werden, 
was fur die Charakterisierung und Stammverbes s erung von Lysin- 
produzierenden Bakterien essentiell ist. 
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Ausbeutekoeffizienten fur Biomasse {in g/ mmol Glc) 
und verschiedene Produkte in (in mol/mol) in Batch- 
Kultivierungen von C. glutamicum ATCC 21253 wahrend 
der Lysinbildung. 



10 



15 



Komponente 


Ausbeut e-Koef f i z i ent 


Biomasse 


0,05985 


Trehalose 


0,0169 


Alanin 


0,0170 


Valin 


0,0293 


Lac tat 


0,0044 


Acetat 


0,0274 


Pyruvat 


0, 0063 


Lysine 


0,2247 



r 



20 Tab. 2: Pre curs or-Bedarf fur die Biomassesynthese in Batch- 
Kultivierungen von C. glutamicum ATCC 21253 wahrend 



25 



30 



35 



40 



der Lysinbildung. 


Precursor fur BTM 


Verbrauch (mol/mol Glucose) 


Glue os e— 6 -phospha t 


0,012 


Fructos e- 6 -pho spha t 


0,004 


Ribo s e-5 -phospha t 


0,053 | 


Pho sphoglye erat 


0.077 


Erythrose-4-phosphat 


0,016 


Phosphoenolpyruvat 


0,032 


Pyruvat 


0,108 


Glycerinaldehyd-3-phosphat 


0,077 


a-Ketoglutarat 


0,102 


Oxalacetat 


0,075 


Acetyl-CoA 


0,150 



c 
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Tab. 3: Experiment ell es Design zur Bio flux-Analyse Schliisselpara- 
metern des Stof fwechsels von C. g-lutamlaum: Geeignete 
Auswahl von Tracersubstrat und gemessenem Intensitatsver- 
hMltnis. 

5 





'm+1/m, lysine 
'm+l/m+2, trehalose 


<i>ppp 


1,113 




CpGI 


0,422 




> lysine 


^PYC 


0,89 




^m+2/m+1, lysine 




1,28 


20 


'm+1/m, acetate 


Cpc/pepck 


0,120 



Beispiel 5 : 

Screening nach metabolischen Aktivit&ten in Mikrotiterplatten 
25 - 13 C-Tracerexperimente mit Messung der Markierungsmuster von 
Stof fwechselprodukten durch MALDI— TOF— MS zur Bi of lux-Analyse 
von vex schi edenen Lysin-produzierenden Mikroorganismen ♦ 

Das folgende Beispiel zeigt das Screening nach metabolischen 
30 Aktivitaten in Mikrotiterplatten mit MALDI-TOF-MS am Beispiel der 
Bestimmung des Ver zweigungs vernal tnisses zwischen Glycolyse und 
Pentosephosphat-Weg fur 4 verschiedene Lysin-produzierende Mikro- 
organismen. 

3 5 

Mikroorganismen 

Als Stamme wurden die Lysin-produzierenden Mikroorganismen Brevi- 
beict^rlum flavum NRRL 11478, Corynebacteriuin grlutamicum ATCC 
21253, CoryneJbacteriura glutamlcum ATCC 2152 6 und CorynebactejrJ. urn 
40 glutamxcvm ATCC 21544 verwendet. 

Die Kultivierung erfolgte, wie in den vorherigen Beispielen 
beschrieben, wobei folgende Erganzungen und Abwe i chung en vor- 
genommen wurden: 

45 
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Die Kultivierung der Organismen erfolgte in Mikrotiterplatten, 
die in einem Reader (Fluoroscan Ascent FL, Labsystems, Finnland) 
fiber 24 Stunden bei 30 °C inkubiert wurden. Inokulum und Medium 
wurden direkt vor dem Versuch gemischt und mit'einer Pipette in 
5 die Mikrotiterplatte eingef lillt . Als Kohlenstoff quelle wurde 99 % 
l-l3 c _Glucose {Euriso-top, Gif-sur-Yvette, Frankreich) ein- 
gesetzt. Es wurden die in der Plattenmitte liegenden Wells zur 
Kultivierung verwendet. Nicht benutzte Wells . der Platten am 
Aufienrand wurden mit Wasser gefullt, urn die Luf tf euchtigkeit 

10 im Reader zu erh6hen. Die Platten wurde wahrend der Inkubation 
st&ndig gescbtittelt (Orbit als chut tier, Schtittelgeschwindigkeit 
1020 rpm, Schiitteldurchmesser 1 mm) . Das Kultivierungsvo lumen 
betrug zu Beginn jeweils 200 ill, und nahm durch Verdunstung unter 
Versuchsbedingungen etwa 2 % pro Stunde ab. Zum Vergleicb wurden 

15 Parallel experimente in 25 ml Schttttelkolben mit Schikanen und 
5 ml FMB-Medium durchgef tthrt , die bei 150 rpm und 30°C inkubiert 
wurden . 

Nach 24 Stunden wurden die Inkubationen beendet, es wurden je- 
20 weils 50 jxl Probe aus den Wells und den Schuttelkolben entnommen 
und mit MALDI-TOF-MS auf das Markierungsmuster des gebildeten Ly- 
sins untersucht. 



Analytik 

25 

Mit MAIoDI-TOF-MS wurde das Intensitatsverhaltnis Im+l/m von Lysin 
aus 1:5 mit deionisiertem Wasser verdtinnten Proben g ernes sen- Die 
Vorgehensweise war analog dem Beispiel zur Lys in-Marki erung smes - 
sung im Beispiel Bio flux- Analyse, 

30 

Im Unterschied zur vorherig beschriebenen Analytik wurden 
folgende Anderungen vorgenommen : 

Es wurden jeweils 30 x 5 shots pro Probe auf summiert . 

35 

Bestimmung der Markierung von Lysin mit MALDI— TOF-MS . 

Optimale Signale erhielt man fur die Messung von Lysin mit 
2,5-Dihydroxybenzoes&ure als Matrix. Die im einzelnen erhaltenen 
40 MeSwerte fur die vers chiedenen untersucbten StSmme sind in Tab. 4 
dargestellt , 

Biof lux-Berechnung 

45 Mit Hilfe eines Modells des zentralen Metabolismus von C. gluta- 
mlcum in der Software Matlab/Simulink (Wittmann und Heinzle, 
1999, Wittmann und Heinzle, 1999) wurde das VerzweigungsverhM.lt- 
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nis zwischen Glycolyse und Pentosephosphat-Weg aus deia experiment 
tell bestimmten Markierungsmuster von I-ysin berechnet. Stocniome- 
trische Xnf ormationen zur Bioinassebildung wurden nicht beruck- 
sichtigt. Wie zuvor durchgef tlhrte Simulationen des Stof fwechsels 
5 von C. glut ami euro mit einem in Matlab/Simulink entwickelten Mo- 
dell ergaben, lafit sich mit l- i3 C-Glucose als Trac er subs t rat aus 
dem Intensitatsverhaltnis I m+ i/m von Lysin das Verzweigungsver- 
haltnis zwischen Glycolyse und Pentosephosphat-Weg (<E>ppp) bestim- 
men. Die gute Sensitivitat diese Ansatzes resultiert aus der Tat- 
10 sache, daS das Ci-Atom der Glucose im Pentosephosphat-Weg als C0 2 
abgespalten wird, wahrend es in der Glycolyse im Kohlenstof f skel- 
let der Metabolite konserviert beleibt. Steigende Flusse in den 
Pentosephosphat-Weg fuhren somit zu einer zunehmenden Abnahme der 
Markierung im Lysin. 

15 

Die Parameteranpassung wurde mit einem Gradient solver der Soft- 
ware Matlab (fmincon) durchgef uhrt , in verschiedenen Anpassungen 
wurden dabei die Startwerte der Parameter variiert, urn das Auf- 
finden totaler Minima zu ermoglichen. Das Kriterium der Gate der 

20 Anpassung war in alien Fallen das Quadrat der Abweichung zwischen 
Modellresultaten und experiment ell en Resultaten (least scjuare) - 
In alien Fallen konvergierte der Algorithmus zu den gleichen End- 
werten fur den zu bestimmenden Parameter. In diesem Experiment 
nicht bestimmte Plufiparameter wurden entsprechend eigenen 

25 Ergebnissen oder Literaturdaten (siehe Pat entbei spiel zur 
Biof lux-Analyse) entnommen. 

Tab. 4 zeigt die erhaltenen Werte fur {3> PP p) . Man erkennt, dalS 
in alien Fallen relative hohe Flusse in den Pentosephosphat-Weg 

30 resultieren, so da£ eine Limitierung der Lysinbildung durch 
( v NADPH unwahrscheinlich ist* Interessanterweise zeigten die 

verschiedenen untersuchten Lysinproduzenten eine gute Oberein- 
stimmung bezttglich S> P p P . Auch zwischen den Experimenten in Mikro- 
titerplatten und in Schuttelkolben resultierten keine nennens- 

35 werten Unterschiede beztiglich <E>p PP . Weitere Untersuchungen zur 
Menge des gebildeten Lysins ergaben, dafi Stamme NRRL 11478, ATCC 
21526 und ATCC 21544 in Schuttelkolben und Mikrotiterplatten- 
Kultivierung praktisch gleichviel Lysin produzierten (Daten nicht 
gezeigt) , wohingegen der Stamra ATCC 21253 in der Mikrotiterplatte 

40 nach 24 Stunden nur etwa 30 % der Lysinmenge wie im Schuttelkol- 
ben produzierte- 

Zusammenf assung von Beispiel 5 

45 Mit der vorliegenden Methode lassen sich metabolische Charakteri- 
sierungen von Mikroorganismen im Mikromafistab durchfuhren, was 
anhand eines Stammvergleiches von 4 verschiedenen Lysinproduzen- 
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ten demons triert wurde. Dies wird durch die eingesetzte MALDI- 
TOF-MS-Analytik erreicht, die nur geringeste Probenmengen von < 1 
^1 benotigt. Mit gezielten Analysen von Int ens itatsverhaltnis sen 
* von Metaboliten in Tracer experiment en lassen sich sogar Flufi- 
5 verteilungen iin Stof fwechsel quantif izieren. Zudem kann die MAL- 
DI-TOF-MS-Analytik fiir die Konzentrationsbestimmung verwendet 
werden siehe Beispiel zur Konzentrationsbestimmung aus Permenta- 
tionsbriihen von C, glut ami cum (Bsp. 3) , was fur die Ermittlung 
von Produktbildungsraten oder Ausbeutekoef f izienten bei Kultivie- 
10 rung von Mikroorganismen in Mikrotiterplatten einsetzbar ist. Da- 
mit eignet sich die Methode senr gut fxlr das Screening von Stam- 
iti en . 

Tab. 1: Screening von Lysin-produzierenden Mikroorganismen in 
15 Mikrotiterplatten und Schvittelkolben mit l- 13 C-Glucose 

als Substrat: Int ens itatsverhaltnis I m +i/m von Lysin und 
relativer FluiS in den Pentosephosphat-Weg 



20 



25 



Mikroorganismus 


Mikrotiterplatte 


Schtittelkolben 


Lysin 

Im+l /m 


relativer Flu£ 
in PFP (%) 


Lysin 
lm+1/m 


relativer Flu£ 
in PPP (%) 


B. flavum 
NRLL 11478 


1,39 


55 


1,38 


56 


C . glut ami cum 
ATCC 2152 6 


1,31 


€1 


1,35 


57 


C . glutamicum 
ATCC 21544 


1,44 


52 


1,40 


55 


C . glutamicum 
ATCC 21253 


1,43 


53 


1,38 


56 



35 



40 



45 
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Patentansprtiche 

1. Verf ahren zur qualitative!! und quantitativen Analyse 
5 komplexer Gemische chemischer Verbindungen, dadurch gekerm- 

zeichnet, da£ die Verbindungen mit Hilfe der MADDI-TOF- 
Massenspektrometrie analysiert werden. 

2 . Verf ahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet , da£ die 
10 Gemische chemischer Verbindungen in einer chemischen oder 

enzymatischen Reaktion oder in einem f enaentativen Prozefi 
entstahen. 

3. Verf ahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS 
15 die Gemische der chemischen Verbindungen aus polymeren oder 

nichtpolymeren Verbindungen oder polymeren und nichtpolymerer 
Verbindungen bestehen. 

4. Verf ahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekenn- 
20 zeichnet, da£ ein interner Standard/ vor Beginn der 

chemischen oder enzymatischen Reaktion oder des f enaentativen 
Prozesses oder wahrend oder nach Abschlufi der chemischen 
oder enzymatischen Reaktion oder des f ermentativen Prozesses 
zugesetzt wird und das Gemisch der chemischen Verbindungen 
25 in Gegenwart dieses intern en Standards analysiert wird. 

5- Verf ahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Analyse der Gemische wahrend oder nach der 
chemischen oder enzymatischen Reaktion oder des f enaentativen 
30 Prozesses mit der MALDI-TOF -Mas senspektrome trie erfolgt. 

6. Verf ahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dai£ im Gemisch nichtpolymere Verbindungen mit 
einer Molmasse < 4000 Dal ton analysiert werden. 



35 



40 



Verf ahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ die im Gemisch vorhandenen nichtpolymeren 
Verbindungen in einer Konzentration von 1 bis 500 mM 
vor li eg en. 

Verf ahren nach den Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daJS die Analyse auf einem Tragermaterial mit 
einer Rauhigkeitswert R^l durchgeftihrt wird. 



45 



Zeichn. 
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9. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ die Analyse auf einem poliertem, beschichtetem 
Oder bedampften Tragermaterial oder auf einem poliertem und 
beschichtetem oder poliertem und bedampften Tragermaterial 

5 durchgefiihrt wird. . 

10. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 9, dadurch gekennzeich- 
net, daiS der Trager aus einem Material ausgewahlt aus der 
Gruppe Glas, Keramik, Quarz , Metall, Stein, Kunststoff, 

10 Gumrai, Silicium, Geiniianium oder Porzellan besteht . 

11. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ die Verbindungen im Gemisch vor der Analyse 
derivatisiert werden, 

15 

12. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet f da£ das Verfahren manuell oder automatisch durch- 
gefiihrt wird. 

20 13. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS das Verfahren in einem High Throughput 
Screening verwendet wird- 

14. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 12, dadurch gekenn- 
25 zeichnet, daS das Verfahren zur Bi of lux- Analyse verwendet 

wird. 

15. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 14, dadurch gekennzeich- 
net, da£ ein interner Standard vorher dem fennentativen Pro- 

30 zess zugesetzt wird und das dieser Standard als Substrat im - 

fenaentativen Prozess umgesetzt wird, wobei die Isotopomeren- 
verteilung der entstehenden Zwischenprodukte oder Produkte 
oder Zwischenprodukte und Produkte mit MALDI -TOF-Mas s enspek- 
trometrie gemessen wird. 

35 

16. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ als interner Standard durch mindestens ein 
isotop ausgewahlt aus der Gruppe 2 H, "C, ^O, 18 0, 33 S, 
34 S, 36 S, 35 C1, 37 C1, 29 Si, 30 Si, 74 Se oder deren Mischungen 

40 markiertes Edukt, Produkt oder eine weitere markierte 

chemise he Verbindung verwendet wird. 

17. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 16, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ die Analyse zusatzlich mit Hilfe des meta- 

45 stabilen Zerfalls nach der Ionisierung oder des stofi- 

induziertem Zerfalls erfolgt. 
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18 . Verfahren nach den Ansprii chen 1 bis 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Dynamik der Markierungsmuster und 
Konzentration der Substanzen in der chemischen oder 
enzymatischen Reaktion oder im f ermentativen ProzeS 
5 gemessen wird. 



10 
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